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(54)ritte: METHOD FOR PREPARING A PROTEIN COMPRISING AT LEAST ONE INTRAMOLECULAR DISUL- 
PHIDE BOND BY OXIDATION, AT A pH OF LESS THAN 5.0, OF THE REDUCED RECOMBINANT PRO- 
TEIN 

(54)ritre: PROCEDE DE PREPARATION D'UNE PROTEINE COMPORTANT AU MOINS UN PONT DISULFURE 
INTRAMOLECULAIRE PAR OXYDATION, A UN pH INFERIEUR A 5,0, DE LA PROTEINE RECOMBI- 
NANTE REDUITE CORRESPONDANTE 

(57) Abstract 

Method for preparing a protein comprising at least one intramolecular disulphide bond, and possibly one or more addi- 
tional cysteines, involving oxidation of the associated reduced recombinant protein by means of an oxidizing agent, and charac- 
terized in that an aqueous solution of the reduced protein is reacted at a pH of less than 5.0. 

(57)Abrege 

Procede de preparation d'une proteine comportant au moins un pont disulfure intramoleculaire, et eventuellement une ou 
plusieurs cysteines supplementaires, comprenant Toxydation de la proteine recombinante r6duite correspondante a I'aide d'un 
agent d'oxydation et caracterise en ce que Ton fait reagir une solution aqueuse de la proteine reduite a un pH inferieur a 5,0. 
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Procede de preparation d' nne prolieine comportant: 
au mo ins un Pont disulfuT-i:> ini:ramoleculaire par 
oxvdation. a un pH in fdrieur a 5,0. de la proteine 
recombinan te reduite correspondan-fce . 

5 

La pr^sente invention concerne un precede de preparation 
d'une protdine comportant au moins un pont disulfure intra- 
moleculaire par oxydation, k un pH inferieur a 5,0, de la pro- 
teine recojnbinante rdduite correspondante . 
10 De nombreuses proteines recombinantes a usage therapeu- 

tique sont exprimees dans des systeiaes hotes varies parmi 
lesquels E. Coli, la levure et les cellules CHO representent 
ceux les plus fr^guemment utilises • 

Parmi ces proteines, les protdines heterologues exprimees 
15 mais non secretdes par exemple dans la levure ou dans E. Coli 
sont en general accumul^es sous forme d'aggregats denatures a 
I'etat de granules insolubles. Les proc^des d' extraction 
necessitent une mise en solution en milieu denaturant a I'aide 
d« agents tels que I'uree ou la guanidine. Le repliement cor- 
20 rect de la molecule, qui peut 6tre ensuite realise par des 
m^thodes varices connues et qui est necessaire pour que la 
prot6ine manifeste son activity biologigue, n'est pas tou jours 
obtenu de fa9on selective et conduit a des rendements va- 
riables, souvent faibles, selon la proteine recombinante 
25 concernee en raison de la formation associee de conformeres 
non actifs qu'il faut s6parer par des techniques de purifica- 
tion connues, par exemple par chroma tographie. 

En particulier lorsgue la proteine renferme au moins un 
pont disulfure intramoleculaire, et eventuellement une ou 
30 plusieurs cysteines supplementaires, la proteine recombinante 
non secrdt^e est generalement produite a I'etat reduit dans 
les granules. Ainsi lorsque le retablissement d»un ou plu- 
sieurs ponts disulfure specif iques, soit necessaire a 1» acti- 
vity biologique de la proteine, soit qui contribue k une 
35 augmentation de cette activity est desire, le procede d'oxyda- 
tion doit assurer le repliement correct de la proteine sans 
formation des eventuels isomferes indesirables correspondants a 
la formation au hasard de ponts intramoleculaires ou inter- 
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m leculair s. 

Une mise au point concemant les reactions regioselec- 
tives pennettant la formation de ponts disulfure a partir de 
cysteines dans des chaines peptidiques, obtenues par synthase 
5 chimique, decrit une multiplicite de methodes qui met en 
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evidence la difficulte a optimiser 1 s rendements d"une fa? n 
generale et !• absence de resultats quantitatifs (F, Cavelier 
et al* Bull. See. Chim. Franc. 1989 n*6 788-798). 

Des precedes d'oxydation controlee pour les proteines 
5 produites par la technique du genie gen6tique ont 6te decrits, 
notamment dans le domaine des cytokines recombinantes renfer- 
mant au moins 2 cysteines et produites dans £• Coli, par 
exemple pour 1' interferon B et 1 " inter leukine 2 (IL2) dent les 
proteines naturelles correspondantes renferment 3 cysteines et 

10 un pont disulfure ayant une position sp^cifigue : 

. le brevet US 4^530,787 decrit un proced6 d'oxydation de 
protdines recombinantes completement reduites illustr^ par 
1» application a une muteine reduite de 1» interferon B qui 
renferme 2 cysteines (exemple 1) , a la desAla-IL2 reduite qui 

15 renferme 3 cysteines (exemple 3) ou & une muteine reduite de 
la desAla-IL2 qui renferme 2 cysteines (exemple 4) , a I'aide 
d • iodosobenzoate a un pH compris entre 5,5 et 9,0, avec lequel 
on obseirve selon les conditions operatoires jusqu'^ 10 a 15 % 
d'oligomeres oxydes non desires formes. 

20 . le brevet US 4,572,798 decrit une oxydation controlee a 

I'aide de chlorure de cuivre ^ pH 8,0 en presence d'air ^ 25 'C 
(exemple 2) ou a 37*C (exemple 3) de la muteine de la desAla- 
IL2 ci-dessus dont 1 •application a la desAla-IIi2 reduite ci- 
dessus conduit a la formation d» environ 15 % de produits 

25 oxydes inactifs ayant des ponts disulfure isomeres non desi- 
res. 

. M, P, Weir et al. (Biochem. J 1987 245 85-91) decrit un 
precede d'oxydation de l'IL2 recombinante exprimee dans E. 
Coli en solution aqueuse a la concentration de 1 a 2 ^g/ml, en 

3 0 presence de guanidine, par action de sulfate cuivrique a pH 
egal a 8,5 qui necessite ensuite une purification par chroma- 
tographie en phase inversee pour obtenir 1*IL2 purifiee. De 
plus les auteurs indiquent que 1» oxydation devient "extre- 
mement lente" lorsque le pH est inferieur a 6. 

35 Ainsi en 1* absence de methode d» oxydation selective quan- 

titative des proteines recombinantes reduites comprenant au 
moins 2 cysteines, il est necessaire apres oxydati n a un pH 
superi ur a 5,0 de faire une purification, en general par 
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chr matographie, qui eljjnine 1 s produits d*oxyda1:i n corres- 
pondants ^ la fonnat:ion incorrecte de pon'bs intiraiiioleculaires 
isomeres ainsi que de ponts intermoleculalres. 

L * ob'ten'tlon d'xine proteine recombinant e oxydee h02&ogene 
5 pose done des problemes techniques de purification qui conduit 
a un abaissenent du rendement en produit recherchd. 

Or il vient d'etre decouvert que, de fa^on surprenante, 
le precede de preparation d'une proteine recombinante, compre- 
nant au noins un pont disulfure, ne necessite pas de stade de 
10 purification ult^rieur pour obtenir la proteine oxydee desiree 
honog^ne et permet done d* obtenir la proteine avec un rende- 
ment amelior^ si l*oxydation est conduite ^ pH acide, infe- 
rieur a 5,0. 

If'objet de la presente invention concerne done un precede 
15 de preparation d*une proteine comportant au moins un pont 

disulfure intramol^culaire, et ^ventuellement une ou plusieurs 
cysteines suppl^mentaires , comprenant I'oxydation de la pro- 
teine recombinante r^duite correspondante a I'aide d'un agent 
d'oxydation et caracterise en ce que l»on fait reagir une 
20 solution aqueuse de la proteine reduite a un pH inferieur a 
5,0. 

La protdine concernee par 1» invention est une proteine 
choisie parmi les polypeptides ayant une sequence en acides 
amines naturelle ou synth^tique, renfermant au moins un pont 

25 disulfure intramoleculaire qui contribue a I'activite biolo- 
gique de la proteine et ^ventuellement une ou plusieurs cys- 
teines libres supplementaires non engagees dans des ponts 
disulfure, par exemple la calcitonine, I'insuline, des cyto- 
kines, des recepteurs de cytokines ou le t-PA que l"on produit 

30 par la technologie de 1"ADN recombinant et isole a l"etat 
reduit, selon les m^thodes generales connues, avant le stade 
d'oxydation a pH acide qui fait I'objet de 1» invention. 

Par proteine naturelle on entend une proteine qui peut 
etre isolee a partir de sources naturelles. II est evident, en 

35 effet, que le precede est d * application tout a fait gendrale 
et peut etr mis en oeuvre pour la preparation de toute pro- 
teine repondant aiix criteres ci-dessus. 

Par etat reduit on entend que 1 s cysteines que contient 
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la pr tein renfenn nt un groupement sulfhydryle libre dont la 
determination peut 6tre faite par ex mpl par spectrophot m - 
trie avec la dithiodipyridine comme reactif des thiols. 

L» agent d'oxydation utilise pour la mise en oeuvre de 
5 1' invention est choisi parmi les agents d'oxydation connus qui 
generent un atome d'oxygene active, 

soit directement tel qu'un d6riv6 d' iodosylaryle, par exemple 
un acide iodosobenzoigue, 

soit indirectement tel que I'iode en presence d'eau ou tel 
10 qu'un complexe cuivrique, par exemple le complexe cuivrique 
forme avec 1 'o-phenanthroline, ou un sel cuivrique, par 
exemple le sulfate cuivrique, en presence d'air, 
et a Inaction duquel on soumet, eventuellement en presence 
d'air, la prot6ine recombinante r6duite. On utilise de prefe- 
15 rence comme agent d'oxydation 1' acide o. iodosobenzoique sous 
une atmosphere d' argon ou le sulfate cuivrique en presence 
d'air. 

La concentration de 1' agent d'oxydation varie selon 
1' agent utilise. Par exemple, lorsque 1' agent est le donneur 
20 direct d'oxyg^ne tel que 1' acide o. iodosobenzoique, la concen- 
tration est dans un rapport au moins stoechiometrique avec la 
concentration en pont disulfure a former et lorsque 1« agent 
active directement I'oxygene, par exemple I'oxygene de I'air, 
tel que le sulfate cuivrique, la concentration est inf^rieure 
25 ou 6gale k la concentration equivalente en prot^ine h oxyder. 

La temperature du melange rdactionnel peut etre choisie 
par exemple entre IS'C et 40-C, de preference a environ 37 'C. 

La duree de la reaction d'oxydation depend des conditions 
operatoires ci-dessus. D'une fa<?on generale la reaction est 
30 terminee en moins de 3 heures, de preference environ 1 heure. 

A la fin de la reaction, la proteine oxyd6e d^sir^e homo- 
gene obtenue peut etre directement r^cup^r^e selon des m^tho- 
des connues, par exemple par lyophilisation* 

Le precede de 1' invention concerne particulierement un 
35 precede caracterise en ce que la proteine reduite a la sequen- 
c en acides amines d'une pr teine naturelle, d' alleles ou de 
derives de celle-ci* 

Par alleles ou derives, on inclut les sequ nces modifiees 
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par substituti n ou deletion de un ou plusieurs acides amines 
autres que les cysteines qui fonnent le ou les ponts disulfure 
que comporte naturellement la proteine desiree aussi bien que 
1» addition de un ou plusieurs acides amines, y compris de 
5 cysteines qui peuvent eventuellement contribuer a la formation 
de ponts disulfure qui n« existent pas dans la protdine natu- 
relle pour autant que ces produits conservent I'activite 
biologique de la proteine naturelle. L'obtention de telles 
modifications est bien connue dans la methode de 1*ADN recom- 
10 binant, par exemple par les techniques de la mutagenese diri- 
g6e, 

Le procede de 1* invention conceme plus particulierement 
xai procede caracterise en ce que la proteine est choisie parmi 
les cytokines, de preference 1«IL2. Les cytokines de I'inven- 
15 tion peuvent etre 

soit des cytokines dont la proteine naturelle comporte un seul 
pent disulfure, par exemple le TNF alpha ou 1 » interletikine 3, 
ou plusieurs ponts disulfure, par exemple 1' interferon alpha, 
1 • interleukine 6 ou le GM-CSF, et eventuellement comporte une 
20 ou plusieurs cysteines supplementaires , par exemple 1' inter- 
feron B, le G-CSF, l»interleu3cine 4 ou 1»IL2, 
soit des alleles ou derives de celles-ci, par exemple des 
muteines de 1»IL2 telles que decrites dans le brevet 
EP 0109748 B ou des derives de 1«IL2 ayant par exemple une 
25 delation d'un ou plusieurs acides amines k l»extremite 
N-teirminale tels que d^crits dans la demande de brevet EP 
0219839. 

Les proteines et notamment les cytokines reduites neces- 
saires a la mise en oeuvre de 1» invention sont des proteines, 

3 0 soit directement produites et isolees a l»etat reduit a partir 
de la souche hote et stabilisee en milieu acide par exemple 
selon le procede decrit dans la demande de brevet EP 0353150, 
soit que l»on prepare par reduction totale de la proteine 
oxydee ou d'un melange de la proteine oxydee et de la proteine 

35 reduite, renfermant eventuellement des ponts isomeres indesi- 
r's que I'on peut effectuer selon des methodes connues a 
I'aide d»un agent reducteur tel que le dithiothreitol ou 1 
m rcapto 'thanol. 
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Le proc'dd de 1' invention est sp^cialem nt caract'rise en 
ce que le pH est compris entre 0,5 et 5,0, de preference en- 
viron 3,0. Le pH desire de la solution reactionnelle peut etr 
obtenu a l*aide soit d*un acide mineral par exemple l*acide 
5 chlorhydrigue ou 1' acide borigue soit d'un acide organigue 
choisi parmi les acides monocarboxyliques ou polycarboxyliques 
tel que 1' acide formigue, acdtigue, propionigue, trif luoroac^- 
tigue, oxaligue ou citrigue, de preference 1» acide acetigue. 

Le precede est egalement caracteris^ en ce gue la concen- 

10 tration de la proteine est comprise entre 0,05 mg/ml et 
50 mg/ml, de preference entre 0,1 et 10 mg/ml. 

Le procede de 1 * invention concerne plus specialement un 
proced^ caracterise en ce gue la proteine est une IL2 humaine 
recombinante reduite non glycosylee ayant au moins 2 cysteines 

15 en position 58 et 105. 

L*IL2 ci-dessus ayant au moins 2 cysteines en position 58 
et 105 peut etre eventuellement une muteine recombinante de 
1*IL2 naturelle dans laguelle la cysteine en position 125 a 
4te substituee par un autre acide amin^r P^^ exemple la serine 

20 telle que 1'IL2-Serl25 qui a et4 ddcrite (G. Ju et al, J. 
Biol. Chem. 262 n'12 april 25 5723-5731) et dont la prepara- 
tion sous forme rdduite peut etre obtenue par exemple selon le 
precede d^crit dans la demande de brevet £P 0353150. 

Le procede de 1* invention concerne tout specialement un 

25 precede caracterise en ce que la proteine est une IL2 humaine 
recombinante reduite non glycosylee ayant 3 cysteines en 
position 58, 105 et 125 et qui manifeste une activite biologi- 
gue comparable a celle de l'IL2 oxydee correspondante ayant un 
pent disulfure en position 58-105. Une telle IL2 et un exemple 

30 de preparation de celle-ci sont decrits dans la demande de 
brevet EP 0353150. 

Les conditions preferees du precede de !• invention sont 
caracterisees en ce gue I'on fait reagir l'IL2 reduite ci- 
dessus en solution a environ 1 mg/ml, a un pH environ egal a 

35 3,0, a une temperature environ egale a 37 'C, en presence d'air 
avec du sulfate cuivrigue a une concentration ^ nviron 66 mM. 
A la fin de la reaction gui peut etre suivie par une methode 
analytigue telle gue la mesure de la consommation en oxyg'n a 
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l*aide d*une Electrode de Clark ou une chromatographie liquid 
hau-ke perfoinnance en phase inversee (RP-HPLC) qui sdpare la 
forme oxydee de la forme reduite de depart, la solution obte- 
nue de 1*XL2 attendue peut etre ensuite conservee par exenple 
5 a 4*C ou lyophilisee directement et eventuellement faire 
1' Ob jet d*une formulation pharmaceutique selon des methodes 
connues • 

Toutes les ptiblications qui sont citees sont incorporees, 
par reference, dans le texte de la presente demande. 
10 lies figures ci-annexees illustrent le procede decrit plus 

loin : 

La figure la est la courbe de la concentration en /xMoles 
d'oxygene dissous de la solution reactionnelle de I'exemple 1 
en fonction du temps et la figure lb est la courbe de pour- 
15 centage d'XIi2 oxydee en fonction du temps, calculee d'apres la 
concentration en oxygene dissous. 

Les figures 2a a 2d representent 4 chromatograsmies de RP- 
HPLC analytique de la solution reactionnelle de 1 * exemple 1 en 
fonction du temps : la figure 2a represente la solution a 
20 t = 0 mn, la figure 2b represente la solution a t = 15 mn, la 
figure 2c represente la solution at = 30mn, la figure 2d 
represente la solution a t 60 mn. 

L* exemple suivant illustre 1' invention sans la limiter : 
EXEMPLE 1 : ozydation diIL2 humaine recombinante non glyco* 
25 sylee (r-liIL2) reduite. 

1) Partie experimentale : 

La r-hIL2 reduite de depart est une fraction "59" prepa- 
ree selon le procede decrit a 1 * exemple 1 ou 2 de la demande 
de brevet £P 0353150 dans leguel on remplace I'acide citricjue 

30 du gradient lineaire d ■ Isopropanol (20 a 70 % sur 40 mn) par 
de I'acide trif luorac^tigue (TFA) a la concentration de 0,1 % 
et que l*on a immediatement lyophilisee a raison d'l mg d'IL2 
reduite par flacon-dose, 

L'oxydation de 1 mg de l'XL2 reduite ci-dessus est rea- 

35 lisee a 37*C et a pH # 3 par mise en solution dans 1 ml d'une 
solution aqueuse d'acide acetique a la cone ntration de 0,1 % 
dans laquelle on ajoute 100 Ml d*une solution 0,67 mH d sul- 
fat cuivrique. La cinetiqu de I'oxydation est suivie d'une 
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part par mesure en c ntinu d la cons mma'tion en oxyg^ne k 
l*aide d*une Electrode de Clark (figure la) ^ d' autre part par 
RP-HPIiC analytique sur une colonne C4 VYDAC (0,46 x 15 can) 
300 A*, 5 microns, au ddbit de 2 ml/mn, avec un gradient 
5 lin6aire d ' acetonitrile (30 a 70 % sur 10 mn) contenant 0,1 % 
de TFA et une ddtection spectrophotoin6trigue a 280 nm dont on 
evalue la surface des pics respectifs de l'IL2 r^duite de 
depart eluee h environ 60 % d» acetonitrile (figure 2a) et de 
1'IIj2 oxydee eluee a environ 57 % d« acetonitrile formee au 
10 cours de la reaction (figures 2b a 2d) • 

Les figures ci<»dessus montrent que l'IL2 est oxydee a 
environ 40 % a t = 15 mn (figure 2b) , a environ 60 % a 
t = 30 mn (figure 2c) et a environ 100 % a t = 60 mn (figure 
2d). 

15 La solution react ionnelle apres oxydation ii t = 60 mn est 

ensuite soumise directement aux differentes analyses. 

2) R^sultat des analyses : 

- la teneur en groupement sulfhydryle determin^e par 
20 spectrophotometrie a 343 nm avec la dithiodipyridine comme 

reactif des thiols est de 0,85 SH/mole d'IL2 oxydee cbtenue, 
comparee a une teneur de 2,87 SH/mole d'IL2 r^duite de depart. 

- la localisation de pont disulfure determinee selon la 
methode decrite par Yamada et al. (Arch. Biochem. Biophys. 

25 1987, 257, 194-199) conclue k la presence d'un pont disulfure 
en position 58-105 et d'un thiol libre en position 125. 

- 1* activity biologique determinee par mesure de la 
proliferation de lignees cellulaires leucemiques de souris 
dependantes de l'IL2 CTLL-2, avec un test colorim^trique au 

3 0 sel de tetrazolium (Mossmann, T J. Immunol. Meth. 1983 65 

55-63), est de 2,0 X 10^ U BRMP/mg, compar6e a une activity de 
1,5 X 10*^ U BRMP/mg pour 1»IL2 r^duite de depart. 
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REVEKDICATIONS 

1) Precede de preparation d*une proteine comportant au mo ins 
un pont disulfure intramoleculaire, et eventuellement una ou 
plusieurs cysteines suppl6mentaires, comprenant I'oxydation de 

5 la proteine recombinemte reduite correspondante a I'aide d'lin 
agent d'oxydation et caracterise en ce que l»on fait reagir 
une solution aqueuse de la proteine reduite a un pH inferieur 
a 5,0. 

2) Precede selon la revendication 1 caracterise en ce que la 
10 proteine reduite a la sequence en acides amines d»une proteine 

naturelle, d» alleles ou de derives de celle-ci. 

3) Precede selon la revendication 2, caracterise en ce que la 
proteine est choisie parmi les cytokines, de preference 1»IL2, 

4) Precede selon I'une des revendications 1 a 3, caracterise 
15 en ce que le pH est compris entre 0,5 et 5,0, de preference 

environ 3,0. 

5) Precede selon I'une des revendications 1 a 3, caracterise 
en ce que la concentration de la proteine est comprise entre 
0,05 mg/ml et 50 mg/ml, de preference entre 0,1 et 10 mg/ml. 

20 6) Precede selon I'une quelconque des revendications 1 a 5, 
caracterise en ce que la proteine est une IL2 humaine recom- 
binante reduite non glycosylee ayant au moins 2 cysteines en 
position 58 et 105* 

7 ) Precede selon 1 ' une quelconque des revendications 1 a 5 
25 caracterise en ce que la proteine est une IL2 humaine recom- 
binant e reduite non glycosylee ayant 3 cysteines en position 
58, 105 et 125 et qui manifesto une activite biolegicpie compa- 
rable a celle de l'IL2 oxydee correspondante ayant tin pent 
disulfure en position 58-105. 
30 8) Precede selon la revendication 7 caracterise en ce que I'on 
fait reagir l'II-2 reduite en solution a environ 1 mg/ml, a un 
pH environ egal a 3,0, a une temperature environ egale a 37 'C, 
en presence d'air avec du sulfate cuivrique a une concentra- 
tion a environ 66 ^M. 
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